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Rolo oksydozy polifenolowei w odporności przeclwzokoznei owodów

InStytut clrorób Zakaźnych i Inwazyjnych wydziału lvetelynalyjnego AR,
ul. Aka(ienicka 12, 20-033 Lublin

* zakład, Patolo8ii owadów lvydziału Biologii i Nauk o ziemi UNlcS,
ul. Akademicka 19, 20-033 Lubiin

Obrona organizmu ptzed zakażeniem jest zjawiskiem nie-
zwykle złożonym, w którym istotną rolę odgrywa układ
immunologiczny. Tworzą go różne komórki ściśle współ-
działające ze sobą zarówno ptzez bezpośredni kontakt, jak
i wydzielane substancje o działaniu obronnym. Odkrycie,
że w obronie owadów przed zakażeniem oprócz reakcji ana-
1ogicznych do występujących u ssaków są zaangażowane
specyficzne dla tej grupy zwierząt mechanizmy odpornoś-
ciowe, pozwoliło na zrozumienie roli czynników warunku-
jących humoralne reakcje obronne owada (4). Należą do nich
oprócz lizozyml (32, 37), cekropiny (15, 21), attacyny (3),

dipterycyny (2B) otaz inne drobnocząsteczkowe białka
względnie polipeptydy (2). Rola tych ostatnich w odporności
przeciwzakaźnej owada nie jest w pełni wyjaśniona.

Względnie niski natywny poziom lizozymu w hemolimfie
owadów (12) zwiększa się szybko po zakażeniu bądź in-
dukcji przez czynniki abiotyczne, co umożliwia ograniczenie
a w niektórych przypadkach nawet 1ikwidację, zakażeń
wywołanych przez bakterie gram dodatnie (25, 26). Cekro-
piny i attacyny, przynajmniei u Lepidoptera, a prawdopo-
dobnie także i u Diptera, są głównymi substancjami indu-
kowanymi w organizmie owadów, które warunkują prze-
ciwzakaźną odporność humoralną skierowaną zarówno prze-
ciw bakteriom gram ujemnym, jak i gram dodatnim (13).

U pszczół podobną do nich rolę, zwłaszcza w stosurrku do
bakterii gram ujemnych, wydają się pełnić apicydyny, nis-
kocząsteczkowe polipeptydy o masie 2-3 Kd, które poja-
wiają się w hemolimfie czerwia i imago ,A,pis mellifera po
kontakcie z czynnikami biotycznymi, jakimi są bakterie (B).

Rola oksydazy polifenolowej - enzymu, który u kręgow-
ców jest zaanxażowany w syntezie melaniny, jest udoku-
mentowana w pełni w kilku procesach metabolicznych
o podsta.łowyrn znaczeniu dla rozwoju owada, jak: tward-
nienie i ciemnienie kutikuli, metamorfoza lub odtoksycznie-
nie związków fenolowych (49). Nagromadzono też przekony-
wujące dane o udziale tego enzymu w odporności, zwłasz-
cza w rozpoznawaniu substancji obcych (non self) dla orga-
nizmu owada (49), o współdziałaniu oksydazy polifenololvej
w fagocytozie (5, 31), inkapsulacji i nodulacji, a także w

rvywołyvzaniu inkapsulacji humoralnej (53). Istnieją przy
tym sugestie wskazujące na uszkodzające działanie na nie-
kióre gatunki drobnoustrojów (18) chinonów, które są pro-
c]uktarni powstającymi w szlakach przemian inicjowanych
przez terl enzym (53). Mniej danych dotyczy udziału oksy-
dazy polifenolowej w hamowaniu pewnych etapów procesu
nowotrvorowego w organizmie owadów (14).

Oksydaza polifenolowa (EC 1, 14,. 18, 1; fenolaza, tytozy-
naza, o-dwufenyl 1 : O, oksydoreduktaza) na7eży do metalo-
protein zawierających że7azo i miedź jako kofaktory, Bie-
rze ona udział w pierwszych etapach szlaków metabolicz-
nych w konwersji tytozyny w prekursory melanin kate-
cholowych i indolowych (19) (ryc. 1). U większości stawono-
gów enzym ten występuje w hernocytach (10), z reguły w
formie nieaktywnego proenzymu (profenyloksydaza, proPO).
Aktywacja proPO może zachodzić pod wpływem proteaz
(11, 4B), Iipidów (20), rozpuszczalników nieorganicznych (38),
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Ryc. 1. Szlaki biosyntezy rnelaniny (19)
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detergentów (23), niektórych składników komórek bakterii
i grzybów, a także związanych polisacharydów (55). Dzia-
łanie blokujące na układ proPO wywierają natomiast nie-
które białka hemolimfy, a w pewnym zakresie także jej

siła jonorva (33). Ashida i wsp. (1, 56) oczyścili proPO
z Bombył morż i wykazali, że oczyszczony ploenzym o ma-
sie 80XlOs d jest prawdopodobnie dimerem. Jest on akty-
wowany ptzez specyficzną proteinazę seryny, określaną
często jako enzym aktywujący proPO (PPAE). Aktywację
PPAE w hemolimfie poprzedza działanie innego enzymu
seryny (56), które rnogą zapoczątkcwać bakteryjne pepty-
doglikany. Tego działania nie wywierają bakteryjne lipopo-
lisacharydy. W następstwie działania enzymu aktywującego
uwalnia się z każdej podjednostki proPO peptyd o masie
5 X 10B d. Fenylooksyclaza powstała w wyniku oksydacji po-
lviększa swo ją tlasę. I tak oczyszczona fenylooksydaza
z A,Iusca d,ontestica rna masę około 340X103, podczas gdy
enzym ten w formie spoczynkowej posiada masę 178X103 d
(54). Dokładniej poznano oksydazy polifenolowe wysiępujące
w hemo]inrfie Drosc7lhź|.a i Calliphora ergthrocepll,ala (17).

Hemolimfa D1,osophżla zawiera trzy rodzaje proPo, z któ-
rych dr.,rie o zbliżonej ruch]iwości eJ.ektroforetycznej kaiali-
zują utlenianie DOPA, zaś ttzecia różnląca się ruchliwością
elektroforetyczną katalizuje utlenianie zarówno DOPA, jak
i tyrozyny. IJ Callźphora pod koniec trzeciego stadium lar-
walnego pojawiają się w hemolimfie dwie proPo. Jed-na

z nich po aktywacji katalizuje utlenianie DOPA i tyrozyny,
ptzy czym konwersja tyrozyny prowadzi do powstania
dwufenoli aktywnych w oskórku podczas przepoczlvarczania.
Druga tyrozynaza katalizuje wyŁącznie utlenianie I-DOPA.
Ze względu na zaangażowanie w określonych procesach
wyróżniono kilka klas oksydaz polifenolowych, między in-
inymi fenolazy aktywne w t,"varnieniu oskórka, zaangażo-
wane w tworzeniu melaniny 1ub aktywowane pTzez zra-
nienia. W odczynach odpornościowych nie można wykluczyć
udziału żadnej z tych klas.

rve) powstają w szlaku oksydacji - polimeryzacji tyrozy-
ny. Oksydaza polifenolowa zapoczątkowuje ciąg reakcji pro-
rvadzących do powstania eumelanin z DOPA i allomelanin
z pochodnych katecholowych. Zatówno jedne, jak i drugie
tworzą źn uiuo połączenia z białkami oskórka zabarwiając
go na czalno (eumelaniny) lub w kolorze od złotego do

czerwono-brązowe1o (melaniny katecholowe). Melaniny ka-
techolowe rvystępu ją w stanie zdyspersowanym, podczas
gdy eumelaniny tworzą mikroskopowej wielkości ziarnistoś-
ci. Wyd.aje się, że w procesie melanizacji przejście oksydazy
poiifenolowej z formy nieakiywnej w aktywną zachodzt
pod wpływem czynnika powstające3o w wyniku odpowie-
dzi na działanie ekdyzonu (27). Powstała w procesie ciem-
rrienia oskórka melanina uszczelnia szkielet owada,

N{elanizacja krr,;i owada w obecności tlenu jest też efek-
tem działania oksydazy poiifenolowej na związki fenolowe
hernolimfy. W tyn-r procesie l Diptera są zaangażowane ko-
mórki sferyczne, u innych grup owadórł- e nocytoidy.
IJ Drcsophila tytozyna występuje w kor.órliach s_-rycznych
w postaci krystalicznych lvirętólv, po4czas gdy tyrozynaza
jest związana z mitochondriami l_rb mikrosomami. Uszko-
d_zenie tych komórek umożjj,,via korrtakt substratu z ervy,
E)em, co inicjuje kaskalę real<cji, które prowadzą rv obec-
ności tlenu do po.łsiania melaniny (42).

Odrębnego omówienia wymagają relacje między nasile-
niern odporności a stopniem zahamo-wania melanizacji he-
molimfy. Fakt, że u owadów melanizacja towarzyszy reak-
cjom obronnyrn jest znany od dawna (5). Obserwacje o bra-
ku melanizacji krwi lub o zwolnieniu tego procesu u immu-
nizolvanych latw GaLLerża mellonella (51) stanowiły poCsta-

1yę do wnioskorvania o istnieniu zależności między czasem
melanizacji hemoiimfy a nasileniem odporności nabytej (57),

Proces zahamowania melanizacji starano się wyjaśnić inhi-
bicją proPO uwalnianej z hemocytórv ptzez jej inhibitor
zavłarty w hemolimfie. Poziom proPO w hemocytach im-
munizowanych larw Gallerża mellonella obniża się do 550/o

wartości notowanej u larw nieimmunizowanych (45). Dzięki
Sklerotyzacja i ciemnienie oskórka

Oskórek owada, który po wylince jest miękki i zabarwio-
ny na biało, podobnie jak szkielet zewnęttzny młodych
imago, w efekcie sklerotyzacji twardnieje po kilku godzi-
nach, Proces twardnienia oskórka kontrolowany przez hot-
mon bursykon jest wynikiem reakcji między białkami wcho-
dzącymi w skład oskórka i o-benzochinonami pochodnymi
o-dr,vuhy,drofenoli (],?). O-chinony porvstają v* szlaku meta-
bolicznynl hydroksylacji tyrozyny do N-acetylodopaminy,
która pod wpływem oksydazy polifenolowej utlenia się do

o-chinonu (ryc. 2). O-chinony (O-benzochinorny) reagują po-
czątkowo z grupami aminowymi i sulfhydrylowymi białek
względnie grupą aminową lizyny, Łworząc początkowo biał-
ka N-katecholowe, które przy nadmiarze chinonów ulegają
utlenieniu do białek N-chinoinowych. Te białka reagując
z kolei z grupami aminowymi 1ub sulfhydrylowymi mogą
dawać pochodne dwupodstawne, co w efekcie prowadzi do

twardnienia oskórka (40). Stwardniaiy oskórek jest silną
barierą chroniącą środowisko wewnętrzne owada przed za-
każeniem.

Oksydaza potifenolowa ,występująca w hemolimfie w for-
mie proenzymu jest aktywowana przez substancje zawarte
w oskórku owada. U niektórych owadów (BoTftbur r,ftori)

fenylooksydaza występuje w oskórku jako laktaza. Enzym
ten obecny w postaci trzech izoenzymów o masie 60-?0 Kd,
katalizuje utlenianie p-fenylodwuaminy.
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Ciemnienie oskórka owadów ma miejsce bądź w procesie
jego sklerotyzacji lub zachodzi podczas -:;,;";jr-;;: li!;"Ł,§1l":,fi:ŁTlHi"{ ł";xx""x".'r,j:, ;uY"y""f#]
równo eumelaniny, jak i allomelaniny (melaniny katecholo- boksylaza, 3 - oksydaza wielofenolowa, B _ białko



obecności inhibitora w hemolimfie zostaje rvlączony mecha-
nizm samoobrony (self protecting mechanism) chroniący
tkanki owada przed wpływ-em toksycznych produktów, któ-
re pojawiają się w procesie me]anizacji. Szybka, ponowna
aktywacja proPO, która zachodzi pod wpływem zewnątrz-
komórkowych proteaz patogenów bakteryjnych świadczy
o włączeniu oksydazy polifenolowej w procesy warunkujące
odporność owada. Natomiast szkoła reprezentowana przez
Bomana (14) neguje istnienie, przynajmniej u poczwarek
Ilyalophora cecropia, istnienie korelacji między aktywnością
oksydazy polifenolowej i odpornością.

Oksydaza polifenolowa w rozpozrrawaniu substancji obcych

Podstawowym warunkiem uruchomienia całej kaskady
reakcji obronnych, które prowadzą w efekcie do zniszczenia,
usunięcia Iub sekwestracji substancji obcej (non self) w or-
ganizmie jest jej odróżnienie od składników własnych ustro-
ju. U kręgowców wyższych warunkiem uruchomienia od-
porł,iedzi immunologicznej jest obecność w ustroju limfocy-
tów immunologicznie kompetentnych, zdolnych do rozpozna-
nia antygenu. Limfocyty B rozpoznają antygen konwencjo-
nalny poprzez receptory immunoglobulinowe, zaś limfocyty
T pomocnicze (Th) rozpoznają go jedynie rv postaci związa-
nej z komórkami prezentującymi antygen. Bównież u owa-
dów zasadnlczą rolę w rozpoznawaniu składników obcych
od własnych odgrywają niektóre typy krwinek, prawdopo-
dobnie hemocyty ziarniste (45). W sys'uenlie d."vustopniowe-
go rozpoznawania substancji obcych przez hemocyty owada
zaprezentowanego plzez Lackie (30), proces ten rv przypad-
ku substancji abiotycznych odbywa się dzięki rłzłaściwcś-
ciom fizyko-chemicznym ich pov;ierzchni, podczas gcly roz-
poznawanie cząsteczek biotycznych, iakich jak drobnoustro-
je i przeszczepy, jest możliwe dzięki obecności specyficz-
nych recepiorów w ich strukturach zewnętrznych. Hipoteza
ta nie zakłada w swojej istocie udziału układu oksydazy
polifenolowe j i melanizac ji w rozpoztrawaniu substanc ji
obcych, Nie tłumaczy ona jednakże, dlaczego wiele substan-
cji obojętnych chenricznie (nylon, ziarna poiiciekstranu, cząs-
teczki tuszu chińskiego) są rozpoznawane jako składniki
obce dla organizmu owada, Rolę układu oksydazy polife-
nolowej i melaniny jako jednego z podstawowych produk-
tów końcowych procesów katalizowanych przez ten układ
enzymatyezny w Tozpoznawaniu substancji własnych (self)
od obcych (non self) oparto na obserwacjach wskazujących
na powinowactlvo oksydazy polifenolowej do powierzchni
substancji obcych (5, |6, 22, 31, 52). Pod jej wpł5,wem na
porvierzchni substancji obcych odkłada się melanina, która
prawdopodobnie pełni rolę markera odróżniającego self od
non self. Ponadto melanina inicjuje sama, bądź we współ-
działaniu z oksydazą polifenolową, proces adhezji ciał ob-
cych do hemocytów pobudzając ziarniste hemocyty do wy-
dzielania lepkich białek (sticky proteins), a także może ona
pełnić rolę opsonin w procesie fagocytozy. Składniki ściany
komórek bakterii gram dodatnich i gram ujemnych akty-
wują oksydazę polifenolową hemolimfy w sposób identycz-
ny do beta l,3-glukanów występujących w ścianie komórek
grzybów. Dzięki tej aktywacji zostaje zainicjowana fagocy-
toza i inkapsulacja, bądź ulega ona wzmożeniu, Inhibitory
fenylooksydazy, jak fenylotiomocznik lub zredukowany glu-
tation, hamują reakcje obrony komórkowej w organizmie
owada. Na takie działanie hamujące wskazują badania
Brewer i Winson (5) u Helźothis zea, a także badania Nappi
(34) u Drosophila mel"anogoster. Natomiast aktywatory ukła-
du proPO zwiększają fagocytozę bakterii u Galleri,a Inel-
lonela (39). Taką rolę pełni laminaryna i lipopolisacharyd
bakterii gram lujemnych . Efekt ten jest następstwem wy-
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dzielania lepkich białek przez ziarniste hemocyty (1). Być
może lepkie białka pelnią też rolę nośników sygnałów roz-
poznawczJ,ch (foreigness recognition signals), które, pobu-
dzają hemocyty osiadłe do migracji i agregacji wokół obcych
substancji, a także uaktywniają hemocyty w takich reak-
cjach obronnych jak fagocytoza, inkapsulacja i noćlulacja.

Układ oksydazy polifenolowej w reakcjach odporności
komórkowej

Rozpoznanie self od non self zapoczątkowuje trzy podsta-
wowe mechanizmy odpornoŚci komórkowej owada: fagocy-
tozę, inkapsulację i nodulację. Udział oksydazy polifenolo-
wej w rozpoznawaniu i melanizacji jest uznawany. Także
w dalszych etapach komórkowych reakcji odpornościowych,
a również w procesie reparacji ran, które stanowią u owa-
dów jed.no z głównych wrót zakażenia, oksydaza polifeno-
1owa bierze aktywny udział. Końcowy plodukt działania
tego enzymu, melanina, odkładając się wokół bakterii i pa-
sożytów zarówrro w otoczkach, jak i melanotycznych guzkach
5ekwestruje je ściśle od środowisl<a wervnętrznego owada.
Na uwagę zasługuje plzy tym fakt, że sama nrelanina wy-
wiera działanie fungistatyczne (50), hamuje aktywność chi-
tynaz i proteaz drobnoustrojow-ych (6, 29), zaś jeden z jej
prekursorów 5,6-dihydroksyindol oprócz aktywności fungis-
tatycznej wykazuje działanie cytostatyczne (50, 53). Taylor
(53) przypisuje poiifenolom powstającym w efekcie działania
oksydazy polifenolowej rolę bakteriocydyn.

Chociaż oksydaza polifenolorva nie uczestniczy w inicja-
cji kontaktu substancji obcej z hemocytem obdarzonym
zdolnością fagocytor,rrania, to przyiluszcza się, że bierze ona
aktyrvny udział w opsonizacji (5) zwiększając tym samyrn
efektywność pochłaniania bakterii przez fagocyty. Bezdys-
kusyjny jest natomiast udział tego enzymu w inkapsuiacji
melanotycznej, nodulacji, inkapsulacji humoralnej oraz w
procesach odkładania melaniny i substancji melaninopodob-
nych tra nieinkapsulowanych pasożytach, W tym ostatnim
przypadku melanina odkadając się w miejscach naturalnych
otworów ciała pasożyta (jama gębowa, odbyt) powoduje
zaburzenia jego prawidłowych funkcji, co często prowadzi
do śmierci pasożyta. Czy odłaclanie melaniny wzdłuż inter-
segmentalnych połączeń ciała pasożytów lub na całej ich
powierzchni w nieregularny sposób może prowadzić do upoś-
ledzenia funkcji życiowych pasożyta - nie zostało udowod-
ntone.

W inkapsulacji melanotycznej melanina i substancje me-
Ianinopodobne odkładają się w wewnętrznej warstwie otocz-
ki. Nasilenie tego procesu, jak ró,wnież charakter odłożonych
substancji może być różny. Tempo melanizacji otoczki jest
uzależnione od rodzaju gospodarza. Melanizacja występuje
po 24 godz. u Cąrausżus po inwazji Nemerźtis cansecens (44),
po 48 godz, u Calliphora erythrocephalo i po 24-96 godz.
u Diątararia. U niektórych gatunków owadów melanizacja
w stosunku do pewnych pasożytów moźe się opóźnić o ki].ka
dni.

Sciana kapsuły stanowi trudno przepuszczalną barierę
dla gazów, substancji odżywczych i produktów przemiany
materii, co powoduje zamieranie żywych inkapsulowanych
obiektórv na skutek braku tlenu, nagromaclzenia produktórv
przemiany materii wewnątrz kapsr-rły lub szoku osmatycz-
nego. Odłożor-ia w ścianie kapsuły melanina w procesie in-
kapsulacji melanotycznej uszczelnia bardzo dokładnie jej
ścianę, co razem z powsta jącymi w procesie melanizac ji
chinonami przyspiesza śmierć pasoźytów i całkowicie ha-
muje rozwój zarodków pasożytów w jajach (34, 36, 43). Me-
lanizacji podlegają z reguły kapsuły typu balteata, cien-
kościenne o ścianie złożonej z kilku warstw silnie zmelani-
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zowanych hemocytów. Natomiast w otoczkach typu ribesia,
któryclr ściana składa się z kilkudziesięciu warstw hemocy-
tów, melanizacja nie zawsze występuje, przy czym jej nasi-
Ienie jest niewielkie.

Oprócz odkładania melaniny w ścianie kapsuł i w guzkach
(?) może występować melanizacja humoralna. W tym ostat-
nim procesie pojawia się melanotyczna otoczka wokół paso-

żyta przy braku w,spółdziałania elementów upostaciowio-
nych hemolimfy. Melanizacja humoralna występuje wokół
strzępek Erynia radi,cans i Metarrll,i,zium anisopliae po

4--4 godz. po ich wniknięciu do jamy ciała Empoasca fabae,
Przekroczenie stężenia granicznego drobnoustrojów w he-

molimfie, które jest charakterystyczne dla danego gatunku
owada. uruchamia mechanizm odporności komórkowej wspo-
magający fagocytozę, jakim jest tworzenie guzków (nodula-
cja). Typowy guzek składa się z ziarnistych znekrotyzowa-
nych hemocytów wtopionych w bezstrukturalną rnatrix
przepojoną melaniną. Całość otacza kapsuła o ścianie zbu-
dowanej ze spłaszczonych hemocytów. Bakterie giną w guz-
ku na skutek działania stresu fizjologicznego, bądź pod

wpływem substancji przeciwbakteryjnych (chinony), które
pojarviają się w guzkach w procesie ich melanizacji (9, 46).

Utlział oksydazy polifenolowej w hamorvaniu procesu
nowotrvorowego

U owadów guzy melanotyczne, często o charakterze wro-
dzonym, są efektem inkapsulacji zmienionej nowotworowo
tkanki tłuszczowej przez p7azmatocyty z następową melani-
zacją tak powstałych tworów. Uważa się (35), że tworzenie
nacieku hemocytarnego wokół patoJ.ogicznie zmienionych
komórek ciała tłuszczowego, a także formowanie kapsuły
zachodzi na skutek zmian w charakterze receptorów na
powierzchni komórek ciała tłuszczowego, Nie wyklucza się
też możliwości sekrec ji substanc ji o działaniu chemotak-
tycznym ptzez zmienione chorobowo komórki. Aktywne w
tym procesie oprócz plazmatocytów,,komórki krystaliczne"
wydzielają prekursory melaniny, które powodują melani-
zację inkorporowanej do kapsuły tkanki nowotworowej.
Proces melanizacji zapoczątkowany w przestrzeniach mię-
dzykomórkowych w sąsiedztwie błon plazmaty cznych zlllzo-
lvanych hemocytów rozszerza się na obwód guza nowotworo-
wego. U jednego z mutantów Drosophila mel,anogaster (35),

w procesie tworzenia nowotworowych guzów melanotycz-
nych o charakterze wrodzonym, melanizacja występuje po

96-102 godz. Impregnowanie inkapsulowanej tkanki nowo-
tworowej melaniną nie tylko lokalizuje ploces nowotworowy
i zapobiega przerzutom nowotworu do innych tkanek i na-
rządów. Powstające w procesie melanizacji produkty o dzia-
łaniu cytostalycznym hamują rozplem komórek nowotworo-
wych w guzie, co w efekcie chroni organizm owada przed
szybkim rozwojem choroby nowotworowe j.
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Przebadano in vitro wpływ chloropolisporyny C - anty-

nowych bakterii gram dodatnich, nie wpływając jednakże
na ogólną ilość bakterii w treści jelitowej.
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